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Исследована способность культуры P. aeruginosa к синтезу пио-
цианина в стрессовых условиях, вызванных действием ультра-
фиолетового облучения. Впервые построена теоретическая мо-
дель фотофизических процессов в молекуле пиоцианина и пока-
зано, что пиоцианин является соединением, способным к фотоак-
тивации как фиолетовым, так и ультрафиолетовым излучением. 
Показано, что под действием ультрафиолетового облучения от-
дельные колонии выживших клеток теряют способность синте-
зировать пигмент, а при пересеве беспигментных колоний на 
питательные среды и культивировании в благоприятных услови-
ях наблюдается восстановление пигментации. Это можно связать 
со способностью предшественника пиоцианина (шикимовой ки-
слоты) присоединять свободные радикалы (О.Ф. Рильский, 2010). 
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Введение 
 
Оптическое излучение – один из важных физиче-
ских факторов, определяющих пригодность среды обита-
ния для функционирования биосистем. Ультрафиолетовый 
спектр является его составной частью. Умеренные дозы 
УФ-излучения необходимы для нормальной жизнедеятель-
ности живых организмов. Длины волн в диапазоне 
205…315 нм обладают выраженным бактерицидным эффек-
том и являются стрессовым фактором для микроорганизмов.  
Ранее проведенные нами исследования показали, 
что в ряду микроорганизмов (E. coli, K. pneumoniae, P. 
aeruginosa) наибольшей чувствительностью к УФ-
излучению обладал штамм синегнойной палочки, активно синтезирующий сине-зеленый пиг-
мент пиоцианин [1]. На факт высокой чувствительности микроорганизмов, синтезирующих во-
дорастворимые пигменты, обратил внимание еще В.Ф. Соколов [2], предположив, что послед-
ние при облучении приобретают свойства фотосенсибилизаторов и вносят определенный вклад 
в процесс инактивации бактерий. В то же время некоторые исследования свидетельствуют о 
способности пиоцианина обеспечивать защиту бактерий, принадлежащих другим родам, от 
ультрафиолетового облучения (УФО) [3].  
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Пигменты микроорганизмов играют важную роль в 
их жизнедеятельности и являются объектом многих иссле-
дований [4, 5]. Интерес к изучению пигментов связан с оп-
ределением их регуляторной роли в метаболических про-
цессах, протекающих в биосистеме, в т. ч. в условиях из-
меняющихся биосферных факторов [4, 6, 7], развитием 
биотехнологий (ряд пигментов являются естественными 
антибиотиками) [8–10] и биофотоники (природные пигмен-
ты стараются использовать для создания биосенсоров ближ-
него ультрафиолетового и видимого диапазонов) [3, 11–14]. 
Одним из пигментов, которому посвящено большое 
количество исследований, является пиоцианин. Противо-
речивость сведений, имеющихся в литературе о свойствах 
пиоцианина, побудила нас к проведению данного исследо-
вания. Цель работы – изучение механизмов и условий син-
теза пигмента P. aeruginosa – пиоцианина. Для этого реша-
лись задачи теоретического исследования фотофизической 
структуры пиоцианина, экспериментального и теоретиче-
ского определения его спектральных свойств. 
 
Материалы и методы 
 
В работе были использованы культуры P. 
aeruginosa (штамм ATCC 27583) и выделенный от больно-
го штамм P. аeruginosa, активно продуцирующий пиоциа-
нин.  
Культивировали микроорганизмы на мясо-пептонном агаре (МПА) и МПА с добавле-
нием 1 % глицерина.  
Пигментообразующую способность оценивали следующим образом: штамм засевали 
газоном на среду с глицерином, через 18–20 ч заливали стерильной дистиллированной водой и 
продолжали культивирование еще в течение 48 ч. После этого жидкую фазу отбирали, центри-
фугировали и фильтровали через бактериальные фильтры с величиной пор 0,2 мкм. Наличие 
пигмента определяли спекрофотометрически, при помощи регистрации спектров поглощения 
полученных растворов на спектрометре StellarNet EPP2000-C25 (StellarNet Inc.) на основе мно-
гоканальной п.з.с.-линейки Sony ILX511 (рабочий диапазон 200–850 nm, спектральная полуши-
рина его аппаратной функции не превышает 1,5 nm), совмещённом с опорным источником из-
лучения SL5 UV-VIS (StellarNet Inc.) на основе дейтеривой и галогеновой ламп. 
В качестве фактора внешней среды, влияющего на синтез пиоцианина, использовали 
УФО. Источником излучения служила XeBr-эксилампа (модель BD_P, УРАН ИСЭ СО РАН) с 
максимумом излучения на  = 283 нм, обеспечивающая дозу облучения на подложке (чашка 
Петри с МПА) 45 Дж/м2. 
 Спектр XeBr-эксилампы представлен на рис. 1. Мощность и дозу облучения, обеспечи-
ваемую XeBr-эксилампой, определяли в абсолютных единицах фотоприемником С8026 
(Hamamatsu Photonics KK) c головкой H8025-222 с известной спектральной чувствительностью.  
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Рис. 1. Нормализованный спектр излучения XeBr-эксилампы 
 
Чашки Петри с МПА делили на две половины, и наносили взвесь суточных культур 
обоих штаммов в концентрации 105 КОЕ/мл, в объеме 0,1 мл. Опытные чашки с посевами под-
вергали действию УФ в течение 15 с, контрольные чашки облучению не подвергали. Число 
жизнеспособных клеток определяли по количеству колоний, образовавшихся на чашках, с пи-
тательной средой после 24 ч инкубации при 37 °С. Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием программного обеспечения анализа данных Statistica 6.0. Вид распределения на-
ми не анализировался, поскольку выборка измерений была небольшой (n < 25). Поэтому для 
анализа различий в независимых группах был применен непараметрический U-критерий Ман-
на–Уитни. Результаты считали статистически значимыми при p < 0,05. 
 
Результаты 
 
В ряде работ исследованы спектральные свойства пигментов, выделяемых P. aeruginosa 
[15, 16]. Но приведенные данные о спектрах поглощения пиоцианина не всегда полны или про-
тиворечивы. Например, в [16] отдельно рассматриваются ионная и нейтральная формы пигмен-
та, между тем с точки зрения органической химии это два крайних случая смещения заряда в 
молекуле и в реальности они не существуют. Реальная структура является суперпозицией всех 
резонансных структур с каким-то определенным вкладом каждой из них. 
Нас интересовала способность пиоцианина приобретать свойства фотосенсибилизатора 
при УФО и, соответственно, вносить свой вклад в инактивацию микроорганизма (т. е. высту-
пать в роли дополнительного стресс-фактора). Для определения условий, в которых это проис-
ходит, на первом этапе работы мы провели квантово-химические расчёты структуры уровней 
энергии молекулы пиоцианина методом электронно-возбужденных состояний исследуемых 
молекул. Величины энергии состояний были рассчитаны полуэмпирическим методом ЧПДП 
(частичное пренебрежение дифференциальным перекрыванием) [17]. Расчёты позволили полу-
чить информацию об электронной структуре состояний молекулы пиоцианина в неполярном 
растворителе. Неполярная форма была взята в силу того, что растворы пиоцианина, получен-
ные и использованные в наших опытах, имели величину ph = 7,3 7,4.  
На рис. 2 приведены структура молекулы и схема уровней триплетных и синглетных 
состояний пиоцианина, а также константы, соответствующие внутренней (k1, k2) и интеркомби-
национной (k3) конверсии для нижнего синглетного уровня. Интеркомбинационная конверсия 
определялась на основе матричных элементов спин-орбитального взаимодействия в одноцен-
тровом приближении. Геометрия пиоцианина оптимизировалась PM3 методом. Погрешность 
расчёта уровней энергии составляла ± 1000 см 1. 
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Рис. 2. Структурная формула пиоцинанина (слева) и диаграмма его синглетных и триплетных 
состояний (справа): S1 S4  уровни энергий синглетных состояний; k1 ~ 10
8
 c; k2 ~ 4·10
8
 c; k3 ~ 
2,8·1011 c 
 
Из расчётов видно, что в спектре поглощения должны выделяться полосы с максиму-
мами около 430…470, 380 и 310 нм, соответствующие переходам на синглетные уровни S1 S2, 
S3, S4, соответственно. В литературе, помимо пиоцианина, отмечается наличие ещё двух его 
форм, а именно, восстановленного и так называемого полухиноидного пиоцианина [15]. Но на 
сегодня данных о структуре этих производных недостаточно, чтобы рассчитать схемы уровней.  
Из рис. 2 также видно, что даже при действии на молекулу фиолетового света 
(  ~ 440…400 нм) происходит эффективное заселение триплетных состояний. Таким образом, 
даже в рамках сделанных нами при расчётах допущений, можно заключить, что в силу высокой 
константы k3 пиоцианин быстро переходит в фотоактивную форму. 
Обратимся к спектрам поглощения пиоцианина. Мы сняли их для штамма P. aeruginosa 
ATCC 27583 и для штамма, выделенного от больного. 
Визуально фильтрат, полученный от штамма P. aeruginosa ATCC 27583, не имел какой-
либо выраженной окраски, что подтверждается отсутствием поглощения в видимой области. 
(Спектры поглощения фильтратов, исследуемых штаммов представлены на рис. 3). Фильтрат от 
штамма P. aeruginosa, выделенного от больного, имел интенсивный сине-зеленый цвет, а 
спектр содержал четыре полосы поглощения с максимумами на  = 251, 312, 371…375 и 
670…700 нм, причём поглощение на длинах волн короче 320 нм заметно выше, чем в видимой 
области спектра. Пики поглощения на длинах волн 312, 371…375 и 670…700 нм соответствуют 
пикам поглощения пиоцианина, приводимым в литературе [5]. Неполное совпадение пиков 
может быть связано с присутствием в фильтратах не только молекул пигмента, но и продуктов 
метаболизма самого штамма, которые активно поглощают излучение с длинами волн  < 300 
нм (преимущественно белки) [18], а также наличием других пигментов, продуцируемых P. 
aeruginosa [10]. 
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Рис. 3. Спектры поглощения бактериальных фильтратов от: 1) штамма P. аeruginosa, выделен-
ного от больного; 2) штамма ATCC 27583 
 
Обсуждение 
 
Пиоцианин – вторичный метаболит, обладающий выраженными бактерицидными свойст-
вами. Вероятно, это вещество играет важную роль в жизнедеятельности синегнойной палочки в 
окружающей среде, повышая ее конкурентоспособность при освоении экологических ниш.  
Высокая чувствительность штамма P. aeruginosa, выявленная нами в ранее проведен-
ных исследования, к УФО может быть: генетически обусловлена его чувствительностью к УФ-
излучению [18] или связана с фотоактивацией пиоцианина. Поэтому нами была исследована 
чувствительность к УФО (λ = 282 нм) еще одного штамма P. aeruginosa ATCC 27583. На рис. 
4.1 и 4.2 представлены результаты инактивирующего действия узкополосного излучения XeBr-
эксилампы на оба штамма P. aeruginosa, из которого видно, что наибольшую чувствительность 
к УФ-излучению проявляет штамм, активно продуцирующий пиоцианин. 
Следует отметить, что в фильтрате от штамма P. aeruginosa ATCC 27568 не обнаружи-
вались пики поглощения, характерные для пиоцианина. Другой штамм, напротив, синтезировал 
интенсивный сине-зеленый пигмент, а спектр пропускания растворов полученных от культиви-
рованных колоний имел форму, характерную для пиоцианина (рис. 3, 1). То, что пиоцианин-
продуцирующий штамм подвергается большей инактивации в сравнении с беспигментным 
штаммом косвенно может свидетельствовать о том, что дополнительным каналом инактивации 
(помимо прямого повреждения излучением нуклеиновых кислот) является образование фотоак-
тивированного пиоцианина УФ-С излучением.  
Вероятно, в естественных условиях незначительная часть пиоцианина, при облучении 
фиолетовой частью солнечного света (и при обычной плотности потока солнечного излучения), 
переходит в фотоактивную форму. Последнее связано с низким поглощением пиоцианина в 
этой части спектра (рис. 3, 1). При этом концентрации фотоактивированного пигмента доста-
точно, чтобы подавлять жизнедеятельность микроорганизмов-конкурентов, но недостаточно, 
чтобы погибала сама культура P. aeruginosa.  
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Рис. 4.1. Диаграмма размаха количества колоний разных штаммов синегнойной палочки до об-
лучения. 1, 2  количество жизнеспособных особей штамма P. aeruginosa ATCC 27568 и пио-
цианинпродуцирующего штамма, образовавших колонии в контрольных чашках (p>0,05) 
 
 
Рис. 4.2. Диаграмма размаха количества колоний разных штаммов синегнойной палочки после 
15-ти секундного облучения XeBr-эксилампой (p<0,05): 1  количество жизнеспособных особей 
штамма P. aeruginosa ATCC 27568, образовавших колонии; 2  количество жизнеспособных 
особей пиоцианинпродуцирующего штамма 
 
Кроме того, во всех сериях эксперимента по облучению штаммов была обнаружена по-
теря некоторыми выжившими колониями пигментации (рис. 5). Утрату пигмента можно рас-
сматривать, как адаптивную реакцию микроорганизма к росту спектральной плотности потока 
излучения, индуцирующего образование значительного количества свободных радикалов. 
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«Выключение» синтеза пиоцианина вероятно происходит на уровне его предшественника – 
шикимовой кислоты, способной связывать свободные радикалы [19], образующиеся при УФО. 
При пересеве беспигментных колоний на питательные среды наблюдалось восстановление 
пигментации.  
 
 
Рис. 5. Потеря пигмента колониями штамма P. aeruginosa: слева  отдельная выжившая коло-
ния после облучения посевов XeBr-эксилампой, справа  колонии необлучённых клеток. Время 
облучения 15 с. 
 
Заключение 
 
Проведенные исследования позволили выделить следующие факты: 
1) Фотофизические свойства пиоцианина позволяют рассматривать его как соединение, спо-
собное к фотоактивации как фиолетовым, так и ультрафиолетовым излучением. 
2) При облучении отдельные колонии выживших клеток теряют способность синтезировать 
пигмент, что можно связать со способностью предшественника пиоцианина (шикимовой 
кислоты) присоединять свободные радикалы.  
Проведенные исследования показывают, что в стрессовых условиях (УФО) утрата пиг-
мента культурой P. aeruginosa является защитным приспособительным механизмом. В экстре-
мальных условиях синтез пигмента прекращается, при переходе к нормальным – возобновляет-
ся, что обеспечивает выживаемость культуры в условиях окружающей среды.  
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